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= (54) Title: METHOD FOR CARRYING OUT A SALIVA ANALYSIS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR DURCHFUHRUNG EINER SPEICHELANALYSE 



(57) Abstract: The invention relates to a method for analysis and to a device for carrying out the method. The method comprises 
the following steps: a) removing an applicator from a device comprising a pocket for receiving an applicator and at least one first 
compartment for receiving an indicator substance, said compartment having means for being connected to the pocket in the form of a 
connecting area to be opened selectively; b) wetting the applicator with a substance, for example saliva; c) introducing the applicator 
into the device; d) activating the device by exerting pressure on a compartment or by inserting the applicator into the compartment. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Analyseverfahren und eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens. Das 
Verfahren umfasst folgende Schritte: a) Entnehmen eines Applikators aus einer Vorrichtung, umfassend eine Tasche zur Aufnahme 
eines Applikators und mindestens einer ersten Kammer zur Aufnahme einer Indikatorsubstanz, wobei die Kammer mit der Tasche 
iiber einen selektiv zu offnenden Durchgangsbereich verbindbar ist, b) Benetzen des Applikators mit einer Substanz, beispielsweise 
Speichel c) Einfiihren des Applikators in die Vorrichtung, d) Aktivieren der Vorrichtung durch Ausiibung von Druck auf eine Kammer 
oder durch Einschieben des Applikators in die Kammer. 
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Verfahren zur Durchfuhrung einer Speichelanalyse 

5 Die Erfindung betrifft ein Analyseverfahren und eine Vorrichtung zur Durchfuhrung 
eines Analyseverfahrens, insbesondere von Speichel, das sich insbesondere zur 
Detektion von kariesauslosenden und/oder parodontitisauslosenden Bakterien, die 
sich beispielsweise in Speichel und/oder Zahnfleischtaschenflussigkeit befinden 
konnen, eignet. 

10 Bei der Untersuchung der Ursachen von Karies und Parodontitis wurden u.a. 
einzelne Bakterien und Substanzen identifiziert, die als Ausloser dieser Krankheiten 
in Frage kommen. Sobald sich derartige Keime im Mund befinden, beginnt die 
Zerstorung des dentalen Hart- und Weichgewebes. 

Wunschenswert ware es, uber ein Verfahren und eine Vorrichtung zu verfugen, mit 
15 denen sich auf einfache Weise das individuelle Karies- und/oder Parodontitisrisiko 
bestimmen lassen, urn rechtzeitig eine Behandlung einleiten zu konnen. 

Folglich ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein fur die obige Anwendung 
geeignetes einfaches Verfahren und eine geeignete Vorrichtung bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren und eine Vorrichtung gelost, wie sie in den 
20 Anspruchen beschrieben sind. 

Folgende Vorrichtungen sind aus dem Stand derTechnik bekannt. 

In EP-A-0895943 ist eine Vorrichtung zum Lagern und Ausbringen einer flieBfahigen 
Substanz beschrieben. Die sich in der Vorrichtung befindliche Burste dient zum 
Auftragen einer Substanz auf eine Behandlungsstelle. 

25 In WO-96/03326 ist beispielsweise ein Behaltnis zum Einmalgebrauch beschrieben, 
das Mulden zur Aufbewahrung eines Medikaments und eines Applikators aufweist. 
Beide Mulden sind durch eine peelbare Deckfolie vor Kontamination geschutzt. In 
einer Ausfuhrungsform wird das Medikament durch Drucken auf die das Medikament 
enthaltende Mulde in die den Applikator enthaltende Mulde uberfuhrt, urn den 

30 Applikator zu benetzen. 



BESTATIGUNGSKOPIE 
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US-A-3,835,834 betrifft einen Transportbehalter fur Kulturmedien. Es wird 
ausgefuhrt, dass zum Gebrauch ein saugfahiger Applikator nach Offnen der sterilen 
Verpackung und Entnahme des Applikators dieser mit dem Kulturmedium benetzt 
und wieder in den Transportbehalter zuruckgefuhrt wird. Der Transportbehalter wird 
5 anschlieBend verschlossen und auf den saugfahigen, benetzten Applikator eine 
Nahrlosung aufgebracht, die ein Absterben des Kulturmediums beim Transport 
verhindern soil. 

ErfindungsgemaB wurde gefunden, dass sich Abwandlungen dieser Vorrichtungen 
zur Durchfuhrung eines Analyseverfahrens eignen. 

10 Die erfindungsgemaB einsetzbare Vorrichtung umfasst mindestens eine erste 
Kammer, die von einer ersten und einer zweiten Folie gebildet wird. In diese Kammer 
ist eine Komponente eines Indikators zumindest teilweise eingebracht. Die 
Vorrichtung umfasst ferner eine von der Kammer getrennte Tasche, die ihrerseits 
eine Vorkammer aufweist oder als eine solche fungiert, wobei die Trennung 

15 zwischen der Tasche und der ersten Kammer einen selektiv zu offnenden Durch- 
gangsbereich aufweist. 



ErfindungsgemaB umfasst das Verfahren folgende Schritte: 

a) Entnehmen eines Applikators aus der Vorrichtung, die einen Applikator enthalt, 
20 wobei sich der Applikator entweder in einer nach auBen hin offenen Tasche oder 

in einem geschlossenen Behaltnis befindet, das nach Offnen der Vorrichtung und 
des Behaltnisses und Entnehmen des Applikators, eine nach auBen hin offene 
Tasche bildet, 

b) in Kontakt bringen des Applikators mit einer Substanz, beispielsweise Speichel, 
25 insbesondere Zahnfleischtaschenflussigkeit, 

c) Einfuhren des Applikators in die Vorrichtung, vorzugsweise in die Tasche aus der 
der Applikator entnommen wurde oder in eine separate Offnung, beispielsweise 
in die nach dem Offnen der Vorrichtung gebildete Tasche, 

d) ggf. in Kontakt bringen des kontaminierten Applikators aus Schritt b) mit einer 
30 Nahrlosung, die sich in einer zweiten Kammer befindet und die durch Ausubung 
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von Druck aus dieser Kammer fiber einen selektiv zu offnenden 
Durchgangsbereich auf den Applikator aufgebracht werden kann, 

e) Aktivieren der Vorrichtung durch Ausubung von Druck auf eine die 
indikatorsubstanz enthaltende erste Kammer oder durch Einschieben des 

5 Appiikators in diese Kammer, wobei der Applikator mit der indikatorsubstanz in 
Kontakt gebracht wird, 

f) gegebenenfalls Entnehmen des Appiikators nach einer Zeitspanne, die 
ausreichend ist, urn ein detektierbares Signal zu erzeugen, 

g) gegebenenfalls in Kontakt bringen des Appiikators mit einem Stoppreagenz, urn 
10 . die Erzeugung eines detektierbaren Signals nach einer Zeitspanne zu beenden, 

wobei sich das Stoppreagenz vorzugsweise in einer dritten Kammer befindet, 

h) gegebenenfalls Vergleich des detektierbaren . Signals mit einem Referenzsignal, 
beispielsweise einer Farbtafel, die vorzugsweise auf der Vorrichtung angebracht 
ist, 

15 i) gegebenenfalls Durchfiihrung einer Postivkontrolle zur Oberpriifung der 
Funktionsfahigkeit des Testverfahrens, insbesondere falls kein oder nur ein 
schwer detektierbares Signal vorliegt. 



Als Applikator ist jeder manuell handhabbare Gegenstand zu verstehen, der geeignet 
20 ist, mit einer anderen Substanz in Kontakt gebracht zu werden. 

Der Applikator ist vorzugsweise pinsel- oder tupferartig gestaltet. Ein 
Applikationsinstrument mit einer kugelformigen, Bursten- oder Pinselhaare tragenden 
Spitze hat sich hierbei als anwendbar erwiesen. Insbesonder Wattestabchen und 
Schwamme haben sich als besonders gdnstig anwendbar erwiesen. Gegebenenfalls 

25 weist das Wattestabchen an beiden Enden saugfahige Bereiche auf. Auf den zweiten 
saugfahigen Bereich konnen beispielsweise Substanzen aufgebracht sein, die zur 
Durchfuhrung einer Positivkontrolle erforderlich sind. Ferner konnen Pipetten oder 
Spatel als Applikationsinstrument verwendet werden. Gegebenenfalls weist der 
Applikator auch eine Spitze auf, die es erlaubt, beispielsweise durch die Haut 

30 hindurch Probensubstanz zu entnehmen. 
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Ferner ist es bei Verwendung des Applikators giinstig, wenn die Tasche durch das 
Applikationsinstrument nach auBen abgedichtet wird. 

Dies kann beispielsweise dadurch erreicht werden, dass der Applikator am Schaft ein 
selbstschneidendes Gewinde aufweist. Das Ein- und Ausfuhren des Applikators in 
5 oder aus der Tasche erfolgt dann durch Drehen des Applikators. 

Eine derartige Ausfuhrungsform ermoglicht auch ein kontrolliertes Durchmischen der 
sich in der Tasche bzw. der Vorkammer befindlichen Substanzen durch Drehen des 
Applikators, ohne dass Substanz durch die Offnung der Tasche austreten kann. 

Bei dieser Ausfuhrungsform ist es gunstig, wenn die Tasche zumindest im 
10 Offnungsbereich eine metallhaltige Foiie aufweist, in die ein Gewinde eingeschnitten 
werden kann. 

Unter Tasche ist die Gestaltung eines Abschnitts der Vorrichtung in Form eines nach 
einer Seite hin offenen Behaltnisses zu verstehen, das geeignet ist, einen Applikator 
aufzunehmen. 

15 Der Applikator kann sich von Anfang an in dieser Tasche befinden und wird nach 
Benetzung mit einer Probensubstanz wieder in diese zuruckgefuhrt. 

Denkbar ist aber auch, dass der Applikator in ein verschlossenes Behaltnis eingelegt 
ist, aus dem er nach Offnen der Vorrichtung, vorzugsweise in steriler Form, 
entnommen wird. 

20 Vorteilhaft ist in diesem Fall, wenn beim Offnen der Vorrichtung zur Entnahme des 
Applikators gleichzeitig eine Tasche mit einer Vorkammer geoffnet wird, in die der 
Applikator nach Benetzen mit der Probensubstanz eingefuhrt wird. 

Unter den Begriff Indikatorsubstanz fallen alle Substanzen, die geeignet sind, mit 
einer anderen Substanz ein detektierbares Signal zu erzeugen, vorzugsweise in 
25 optisch wahrnehmbarer Form. 

Geeignete Indikatorsubstanzen umfassen beispielsweise pH-lndikatoren 
(beispielsweise Bromphenolblau, Kongorot, Bromkresolgrun, Oregon Green- 
Derivate, Rhodol-Derivate), Redox-lndikatoren (beispielsweise Methylenblau, 5- 
Cyano-2,3-ditolyl-tetrazolium-chlorid (CTC), 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5- 
30 phenyl~2H-tetrazolium-chiorid (INT), 8-Dimethylamino-2,3-benzophenoxazin 
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(Meldola's blue), 1-Methoxy-phenazin-methosuiphat (MPMS), 5-(3- 
Carboxymethoxyphenyl)-2-(4,5-dimethylthiazolyl)-3-(4-sulphophenyl)-tetrazolium 
(MTS), 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazoiium-bromid (MTT), 3,3'-(3,3'- 
Dimethoxy-4,4'-biphenylen)-bis[2-(4-nitrophenyl-5-phenyl)]-2H-tetrazolium-chlorid 

5 (NBT), Nitro-tetrazoiium-violet (NTV), Phenazin-methosulphat (PMS), Natrium-3'-[1- 
[(phenylamino)carbonyl]-3,4-tetrazolium]bis(4-methoxy-6-nitro)-benzolsulfonsaure 
(XTT), Phenazin-ethosulfat (PES), WST-1), Fluoreszenzindikatoren (beispielsweise 
Oregon Green 488 BAPTA, Calcium green, Calcium Orange, Calcium Crimson), 
Chemolumineszenz-lndikatoren, Vitalitatsindikatoren (beispielsweise 5-Bromo-2'- 

10 deoxyuridin), Farbindikatoren (beispielsweise p-Nitroanilin-Derivate, 2-Naphthylamin- 
Derivate, 7-Amino-4-methylcoumarin- Derivate, 7-Amino-4-chloromethylcoumarin- 
Derivate, 6-Aminoquinolin-Derivate, Rhodamin-Derivate, 5,5'-Dithiobis-(2- 
nitrobenzoesaure), Monobrombiman- Derivate, Tetramethylrhodamin-Derivate, 
Eosin-Derivate, Erythrosin-Derivate, Texas-Red-Derivate, Coumarin-Derivate, 

15 Pyridyloxauzol-Derivate, Benzofurazan-Derivate, Naphtalin-Derivate, Didansyl- 
Cystein, Dansyl- Aziridin, Pyren-Derivate, Coomassie-Blau). 

Daruber hinaus konnen die indikatorsubstanzen kovalent an Enzyme, Proteine, 
Glycoproteine, Lipopolysaccharide, Polysaccharide, polyklonale und monoklonale 
Antikorper, DNA, RNA, Zellorganelle oder Mikroorganismen gebunden sein. Ferner 
20 konnen die Indikatorsubstanzen an Silikone, Polyether, Alginate, Polyethylene, 
Polypropylene, Poiy(meth)acrylate, Polyurethane, Polycarbonate, Polysulfide, 
Polyvinylchloride, Polyvinylpyrrolidone, Poiyvinylalkohole oder Kautschuk, Gelatine, 
Wachse, Fette gebunden sein. 

Unter den Begriff Probensubstanz bzw. Markerverbindung fallen alle Substanzen, die 
25 geeignet sind, mit der Indikatorsubstanz ein detektierbares Signal zu erzeugen und 
auf Munderkrankungen und Heilungsprozesse hinweisen, vorzugsweise in optisch 
wahrnehmbarer Form. Der Begriff Markerverbindung umfasst auch Mikroorganismen. 

Insbesondere sind mit Markerverbindungen Substanzen mit organischen 
Bestandteilen gemeint. 

30 Die Markerverbindungen liegen vorzugsweise in flussiger Form vor. Denkbar sind 
aber auch die Aggregatszustande fest und gasformig. 
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Vorzugsweise befinden sich die Markerverbindungen in Korperflussigkeiten, die von 
Dmsen abgesondert werden, wie Speichel, SchweiB, Tranen. Umfasst sind aber 
auch alle sonstigen Korperflussigkeiten und Ausscheidungsprodukte, wie 
Zahnfleischtaschenflussigkeit, Urin, Blut, Vaginalflussigkeit und Sperma. 

5 Zu den diagnostizierbaren Munderkrankungen gehoren auch Karies, Early Onset 
Parodontitis, prapubertale Parodontitis, juvenile Parodontitis, schnell verlaufende 
progressive Parodontitis (RPP), adulte Parodontitis, refraktare Parodontitis, 
Gingivitis, Halitosis, lnfektionen mit Candida albicans, Candida krusei, Candida 
glabrata, Candida lusitaniae, Candida dubliniensis, Krebs, aphtose Stomatitis, 
10 Gingivostomatitis. 

Im Mundraum konnen sich Halitose auslosende Bakterien befinden, die fluchtige 
Schwefelverbindungen, wie Mercaptane oder Schwefelwasserstoff freisetzen. 
Daneben sind dissimilatorische sulfatreduzierende Bakterien bekannt, deren 
Schwefelwasserstoffbildung mit der Sulfatreduktion korreliert ist. 

15 Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens lassen sich die 
Bildungsraten von Schwefelwasserstoff und Mercaptanen, bevorzugt Methyl- 
mercaptan in Zahnfleischtaschen messen. Daruber hinaus konnen die bakteriellen. 
Enzymaktivitaten, bevorzugt Methionin-y-lyase, besonders bevorzugt 
Cysteindesulfhydrase, die die Bildung der fluchtigen Schwefelverbindungen 

20 katalysieren, als MaB fur die Halitosisaktivitat von Zahnfleischtaschen gemessen 
werden. Daruber hinaus kann die Gegenwart der fur die Freisetzung verantwortlichen 
Bakterien, bevorzugt Fusobakterien, Porphyromonas, Veillonella, Clostridium und 
Treponema bestimmt werden. 

Die verschiedenen Formen der Parodontitis sind kausal mit der Infektion durch 
25 Actinobacillus Actinomycetemcomitans, Bacterioides forsythus, Campylobacter 
rectus, Capnocytophage ochracea, Capnocytophage gingivalis, Eikenella corrodens, 
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas asaccharolytikus, Porphyromonas 
gingivalis, Prevotella dentalis, Prevotelia intermedia, Prevoltella nigrescens, 
Treponema denticola verbunden. 

30 Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens lassen sich Gegenwart 
und Menge der Bakterien bestimmen. Hierfur eignen sich spezifische polyklonale 
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Antikorper und deren Subkiassen oder monoklonale Antikorper, die gegen 
Oberflachenantigene dieser Bakterien, beispielsweise Fimbriae, extrazellulare 
Polysaccharide, Adhesine gerichtet sind. 

Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen weiterhin 
5 Enzymaktivitaten gemessen werden, die einen Hinweis auf die Gegenwart und 
metabolische Aktivitat eines Bakteriums oder einer Gruppe der genannten 
Parodontitis erzeugenden Bakterien ergeben. Die Trypsin-ahnliche Protease- 
Aktivitat, bevorzugt die Dipeptidyipeptidase-Aktivitat, besonders bevorzugt Arg- 
Gingipain-Aktivitat und Lys-Gingipain-Aktivitat, wird diagnostisch genutzt. Zur 

10 Bestimmung der Arg-Gingipain-Aktivitat konnen synthetische Peptide eingesetzt 
werden, die mindestens ein Arg-Rest (in P1 -Position) neben der detektierbaren 
Abgangsgruppe enthalten. Zur Bestimmung der Lys-Gingipain-Aktivitat konnen 
synthetische Peptide eingesetzt werden, die mindestens ein Lys-Rest (in P1- 
Position) neben der detektierbaren Abgangsgruppe enthalten. Neben p-Nitroanilin- 

15 Derivaten, beispielsweise Noc-Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid oder Leucin-threonin- 
arginin-p-nitroanilid, 2-Naphtylamin-Peptidderviaten, beispielsweise Na-Benzoyl-DL- 
arginin-p-naphtylamid konnen 6-Aminoquinolin-Peptidderivate, Rhodamin- 
Peptidderivate sowie Cumarin-Peptidderivat, beispielsweise 7-Amido-4- 
methylcumarin, wie N-t-Boc-Val-Pro-Arg-7-Amido-4-methylcumarin und 7-Amino-4- 

20 chloromethylcumarin, wie N-t-Boc-Val-Pro-Arg-7-Amido-4-chloromethylcumarin als 
detektierbare Abgangsgruppen eingesetzt werden. 

Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens lassen sich mit 
polyklonalen Antikorpern und deren Subkiassen oder monoklonalen Antikorpern die 
bakteriellen Substanzen diagnostizieren, die zur Induktion von Zytokinen fuhren. 
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Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens kann die Zerstdrung 
parodontaien Gewebes uber die Enzymaktivitaten von alkalischer Phosphatase, 
Arylsulfatase, Aspartataminotransferase, ^-Glucuronidase, Cathepsine (G,B,D), 
Eiastase, Hyaluronidase, Lactatdehydrogenase, Lysozym, Matrixmetalloproteinasen 
5 (Koliagenasen, Gelatinasen), Tissue Inhibitors Metalloproteinases (TIMP), 
Stromelysin, Lactoferrin, Tryptase und Myeloperoxidase diagnostiziert werden. 

Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen mit polyklonalen 
Antikorpern und deren Subklassen oder monoklonalen Antikorpern die molekularen 
Marker fur Gingivitis diagnostiziert werden. Zu diesen gehoren Zytokine, 
10 beispielsweise Interleukine IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, TNFa und Arachidonsaurederviate, 
beispielsweise Prostaglandin E 2 . / 

Karies ist kausal mit der Infektion durch Streptococcus salivarius salivarius, 
Streptococcus vestibularis, Streptococcus thermophilus, Streptococcus mutans, 
Streptococcus rattus, Streptococcus sobrinus, Streptococcus cricetus, Streptococcus 

15 downei, Streptococcus macacae, Streptococcus ferus, Streptococcus 
milleri, Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus, Streptococcus 
intermedius, Strepto-coccus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, 
Streptococcus gordonii, Strepto-coccus parasanguis, Streptococcus crista, 
Streptococcus mitior, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus alimentarius, 

20 Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
paracasei ss paracasei, Lactobacillus paracasei ss rhamnosus, Lactobacillus 
paracasei ss tolerans, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus delbrueckii ss lactis, , 
Lacto-bacillus delbrueckii ss delbrueckii, Lactobacillus delbrueckii ss bulgaricus, 
Lactobacillus endocarditis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri, 

25 Lactobacillus pseudoplantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, 
Actinomyces israelii, Actinomyces odontolyticus, Actinomyces 
actinomycetemcomitans, Eikenella, Branhamella catarrhalis, Veillonella alcalescens, 
Veillonella parvula, Actinomyces naeslundii, Rothia dentocariosa verbunden. 

Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen mit polyklonalen 
30 Antikorpern und deren Subklassen oder monoklonalen Antikorpern, die gegen die 
verschiedenen Oberflachenantigene dieser Bakterien, beispielsweise Proteine, 
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Lipopolysaccharide, Glycoproteine, Fimbriae, extrazellulare Polysaccharide, 
Adhesine, Lipoteichonsaurederivate, Glucan-Bindungsproteine, Collagen-Bindungs- 
proteine gerichtet sind, Gegenwart und Menge der kariogenen Bakterien 
diagnostiziert werden. 

Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen extrazellulare 
Enzymaktivitaten kariogener Bakterien diagnostiziert werden, beispielsweise 
Proteasen, bevorzugt Glucosyltransferasen, Glucanase, Fructosyltransferase, 
Fructanase. 

Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen Stoffwechsel- 
produkte kariogener Bakterien diagnostiziert werden, beispielsweise Buttersaure, 
Ameisensaure, bevorzugt Essigsaure, Propionsaure, Milchsaure, besonders 
bevorzugt Milchsaure. Die mit der Saurefreisetzung einhergehende Versauerung des 
umgebenden Milieus kann daruber hinaus mit pH-lndikatoren, beispielsweise mit 
Bromphenolblau, Kongorot, Bromkresolblau, bevorzugt Rhodolderivate, besonders 
bevorzugt Oregon Green-Derivate, nachgewiesen werden. 

Als Folge der Versauerung des pHs im umgebenden Milieu, wie Plaque, werden aus 
der Zahnhartsubstanz Calciumionen herausgelost. Durch die Verwendung der 
erfindungsgemaBen Tragermaterialien und die Anwendung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens kann dieser Prozess mit Calciumindikatoren, beispielsweise Calcium 
Crimson, bevorzugt Calcium Green, Calcium Orange, besonders bevorzugt Calcium 
Oregon Green 488 BAPTA, diagnostiziert werden. 

Durch die Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens kann die Zunahme oder 
die Abnahme der oben genannten Markerverbindungen als MaB fur den 
Erkrankungsverlauf und als MaB fur den Heilungsprozess herangezogen werden. 

Unter in Kontakt bringen ist die Aufnahme einer Menge an Substanz mit dem 
Applikator zu verstehen, die ausreichend ist, mit der Indikatorsubstanz ein 
detektierbares Signal zu erzeugen. 

Die Aufnahme kann durch physikalische und/oder chemische Vorgange, wie 
Adsorption, Absorption, Adhasion, Aufsaugen, Benetzen und/oder Diffusion erfolgen. 

Die Erfindung weist dabei folgende Vorteile auf: 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt eine schnelle, unkomplizierte Analyse von 
Substanzproben. 

Dadurch, dass sich alle fur die gewunschte Analyse benotigten Hilfsmittel in einer 
Vorrichtung befinden, ist eine Verwechslung von fur die Analyse benotigten 
5 Substanzen ausgeschlossen. 

Ferner ist durch die Vorrichtung sichergestellt, dass die Indikatorsubstanz vor ihrer 
Verwendung zur Analyse nicht kontaminiert wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren in Verbindung mit der zugehorigen Vorrichtung 
ermoglicht die Durchfuhrung einer Analyse von Substanzen ohne zeitaufwendiges 
10 Aufschrauben und Ausbringen von Indikatorlosungen auf entnommene Proben und 
kann auch von technisch und fachlich nicht vorgebildeten Personen durchgefuhrt 
werden. 

Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass alle fur die gewunschte Analyse benotigten 
Hilfsmittel in den benotigten Mengenverhaltnissen in der Vorrichtung vorliegen. Somit 
15 ist eine fehlerhafte Rezeptur von fur die Analyse benotigten Substanzen 
ausgeschlossen. 

Die bei, dem erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzte Vorrichtung ist vorzugsweise 
zum Einmalgebrauch bestimmt. 

Vorteilhaft kann sein, wenn sich auf der Vorrichtung ein Bereich befindet, der einen 
20 Vergleich des erzeugten Signals mit einem Referenzsignal ermoglicht. 

Ein solches Referenzsignal kann beispielsweise in Form einer farblichen Skala 
aufgedruckt sein, die auf das von der Indikatorsubstanz erzeugte Signal abgestimmt 
ist. 

Vorzugsweise weist die Vorrichtung in dem Bereich, in dem die Analysenreaktion 
25 stattfindet, ein durchsichtiges Fenster auf, das die Beobachtung der 
Analysenreaktion ermoglicht. 

Gegebenenfalls wird dieses Fenster erst nach Abziehen einer Schutzfolie sichtbar, 
vorzugsweise beim Offnen der Vorrichtung. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung weist gegebenenfalls weitere Kammern auf, 
30 vorzugsweise eine zweite und eine dritte Kammer, die ebenfalls jeweils liber einen 
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selektiv zu offnenden Bereich mit der Tasche oder einer anderen Kammer verbunden 
sind. In diese weiteren Kammern konnen fur das Verfahren neben der eigentlichen 
Indikatorsubstanz gegebenenfalls erforderliche zusatzliche Substanzen eingebracht 
werden. 

5 Diese zusatzlichen Substanzen konnen je nach Bedarf durch Ausubung von Druck 
auf die jeweilige Kammer durch den selektiv zu offnenden Bereich in eine andere 
Kammer oder in die Tasche uberfuhrt werden. 

Eine derartige Ausfuhrungsform ermoglicht die Verwendung der Vorrichtung fur eine 
Vieizahl von Indikatorsubstanzen, die zwar allein fur sich stabil und lagerfahig, fur 
10 den Einsatz in der Analyse aber zusatzlich einer Aktivierung durch Zugabe anderer 
Substanzen bedurfen. 

Solche fur die eigentliche Indikatorsubstanz gegebenenfalls zusatzlich erforderliche 
Substanzen umfassen Puffersubstanzen, wie Phosphate, beispielsweise 
Natriumphosphate, Natriumhydrogenphosphat, Natriumdihydrogenphophat, 

15 Kaliumphosphat, Kaiiumhydrogenphosphat, Kaliumdihydrogenphosphat, 
Pyrophosphat, Carbonate, beispielsweise Natriumcarbonat, Kaliumcarbonat, 
Natriumhydrogencarbonat, Kaliumhydrogencarbonat, Essigsaure/Acetat, 
Citronensaure/Citrat, Diethylbarbitursaure, Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), 
Glycin, Glycylglycin, N-(2-Acetamido)-2-aminoethansulfonsaure (ACES), N-(2- 

20 Acetamido)iminodiacetat(ADA), N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsaure 
(BES), N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycin (BICINE), 2,2-Bis-(hydroxyethyl)-iminotris- 
(hydroxymethyl)methan (BIS-TRIS), 2-(Cyclohexylamino)ethansuIfonsaure (CHES), 
2-[4-(2-Hydroxyethyl-1 -piperazin)]ethansulfonsaure (HEPES), 3-[4-(2-Hydroxyethyl-1 - 
piperazinyl)]propansulfonsaure (HEPPS), 2-Morpholinoethansulfonsaure (MES), 3- 

25 Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsaure) 
(PIPES), N-[Tris(hydroxymethyI)-methyl]-2-aminoethansulfonsaure (TES), N- 
[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-glycin (TRICINE), Sauren, wie Schwefelsaure, 
schweflige Saure, Phosphorsaure, Salzsaure, Essigsaure, Salpetersaure, Basen, wie 
Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Lithiumhydroxid, Ammoniak, Calciumhydroxid, 

30 Magnesiumoxid, Losungsmittel, wie Wasser, Methanol, Ethanol, Isopropanol, 
Propanol, Glycerin, Dimethylsulfoxid, Tetrahydrofuran, Aceton, Butanon,,Cyclohexan, 
Toluol, Methylenchlorid, Chloroform, Alkane, Essigsaureethylester, Salze, wie 
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Magnesiumchlorid, Magnesiumsulfat, Magnesiumnitrat, Calciumchlorid, 
Calciumsulfat, Calciumnitrat, Eisen(lll)chlorid, Eisen(ll)chlorid, Ammoniumsulfat, 
Natriumchlorid, Kaiiumchlorid, Natriumphosphate, Kaliumphosphate, Coenzyme, 
Vitamine, Substrate fur Enzyme, wie Zuckerphosphate, Milchsaure, Pyruvat, 
5 Essigsaure, Acetat, Propionsaure Propionat, Lipopolysaccharide, Toxine, Peptide, 
Antikorper, wie polykionale und monoklonale Antikorper und deren Subklassen 
und/oder Enzyme, die sich in folgende Kiassen unterteilen lassen, wobei die 
foigende Aufzahlung beispielsweise und nicht limitierend fur die Erfindung ist: 

• Oxidoreductasen und deren Unterklassen, beispielsweise Dehydrogenasen, wie 
10 Lactatdehydrogenase, Oxidasen, Peroxidasen, Reductasen, Monooxygenasen, 

Dioxygenasen; 

• Transferasen und deren Unterklassen, beispielsweise Ci -Transferasen, Glycosyl- 
Transferasen, wie Glusoyltransferasen, Fructosyltransferasen, 
Aminotransferasen, Phospho-Transferasen; 

15 • Hydrolasen und deren Unterklassen, beispielsweise Esterasen, Glycosidasen, 
wie Glucanase, Fructanase, Peptidasen, beispielsweise Dipeptidylpeptidasen 
Arg-Gingipain, Lys-Gingipain, Collagenasen, Gelatinasen, Cathepsine, Elastase, 
Amidasen; 

• Lyasen und deren Unterklassen, beispielsweise C-C-Lyasen, C-O-Lyasen, C-N- 
20 Lyasen, C-S-Lyasen; 

• Isomerasen und deren Unterklassen, beispielsweise Epimerasen, cis-trans- 
losmerasen, intramolekulare Transferasen; 

• Ligasen und deren Unterklassen, beispielsweise C-C-Ligasen, C-O-Ligasen, C-N- 
Ligasen, C-S-Ligasen. 

25 Man kennt heute uber 2000 verschiedene Enzyme. Zu ihrer Klassifizierung wurde ein 
System entwickelt, das Wirkungs- und Substratspezifitat bemcksichtigt. Daraus ergibt 
sich, dass zu jedem Enzym spezifische Substrate und/oder Coenzyme 
(beispielsweise NAD(P), NAD(P)H, FAD, FMN, Liponamid, Ubichinon, Ham, ATP, 
ADP, AMP, GTP, GDP, GMP, UTP, UDP, UMP, CTP, CDP, CMP, Coenzym A, 

30 Thiamindiphosphat, Pyridoxalphosphat, Biotin, und/oder Tetrahydrofolat) gehoren. 
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Diese spezifischen Substrate und/oder Coenzyme sind Qbiicherweise vorhanden, 
wenn beispielsweise ein oder mehrere Enzyme als Markersubstanz dienen. 
Umgekehrt gilt naturlich, dass spezifische Enzyme als erforderiiche Substanzen 
verwendet werden konnen, wenn spezifische Substrate, beispielsweise 
5 Zuckerphosphate, Milchsaure/Lactat, Pyruvat, Essigsaure/ Acetat, 
Propionsaure/Propionat, Ameisensaure/Formiat, Peptide, synthetische Peptide als 
Probensubstanzen bzw. Markersubstanzen dienen. 

Die sich in der Vorrichtung befindlichen, fur die Analyse notwendigen Substanzen 
konnen in flussiger oder pulvriger Form vorliegen. Vorzugsweise liegen sie in einer 
10 Form vor, die das in Kontakt bringen der Indikatorsubstanzen und/oder 
Stoppreagenzien mit der Probensubstanz, die sich auf dem Applikator befindet durch 
den oder die selektiv zu offnenden Durchgangsbereiche erlaubt. Vorzugsweise 
liegen die eingesetzten Reagenzien in geloster Form vor. 

Gegebenenfalls ist es notig, die Probensubstanz auf dem Applikator zu fixieren oder 
15 zu stabilisieren. Dies kann durch Umpuffern, pH-Anderung, Veranderung der 
lonenstarke, Zugabe von Inhibitoren gegen enzymatischen Abbau, Stabilisatoren 
und/oder Fixierungsmittel erfolgen. 

Die benotigten Substanzen befinden sich entweder in einer weiteren Kammer, die 
uber einen selektiv zu offnenden Durchgangsbereich mit dem Bereich verbindbar 
20 sind, in dem sich der Applikator befindet oder in einem versiegelten Behaltnis, das 
sich in einer Kammer befindet und das beim Aktivieren der Vorrichtung aufplatzt. 

Gegebenenfalls weist die Vorrichtung einen AuBenschichtbereich und einen davon 
verschiedenen Innenschichtbereich . auf, der die Kammern bildet. Der 
AuBenschichtbereich kann peelbar ausgebildet sein, so dass sich der 
25 AuBenschichtbereich zumindest teilweise abziehen lasst. 

Die Verwendung unterschiedlich beschaffener Folien fur den AuBenschichtbereich 
einerseits und die die Kammer bildenden Folien andererseits erlaubt eine vor 
Ingebrauchnahme der Vorrichtung sichere Lagerung der Substanzen. 

Daruber hinaus bleiben die zu mischenden Substanzen im Lagerzustand vor 
30 auBeren Einflussen, wie Lichteinfall oder auch ungewollter Druckbelastung besser 
geschutzt. 
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Ist eine der die Kammer biidenden Folien durchscheinend, kann nach Abziehen des 
peelbaren AuBenschichtbereichs die ablaufende Reaktion zwischen zu 
analysierender Substanz und Indikatorsubstanz und/oder das Entleeren der Kammer 
in die Tasche beispielsweise optisch verfolgt werden. 

5 Je nach in der Vorrichtung enthaltender Indikatorsubstanz kann die Innenschicht der 
Folie, die mit der Indikatorsubstanz in Kontakt kommt, an die Eigenschaften der 
Substanz angepasst werden. Dies ermoglicht die Verwendung der Vorrichtung zur 
Lagerung fur eine Vielzahl von in ihrer Reaktivitat unterschiediicher 
Indikatorsubstanzen, ohne dass das Verfahren zur Herstellung der Vorrichtung 

10 insgesamt umgestellt werden muss. 

Gegebenenfalls befindet sich in einer Kammer der Vorrichtung zusatzlich e'm 
separates Kompartiment, vorzugsweise in Form eines Kissens, zur Aufnahme einer 
Substanz, wie der eigentlichen Indikatorsubstanz, einer Aktivierungssubstanz fur die 
Indikatorsubstanz oder einer Substanz, die fur die Reaktion zwischen zu 
15 analysierender Substanz und eigentlicher Indikatorsubstanz erforderlich ist. 

Solche Substanzen sind beispielsweise Puffersubstanzen, Sauren, Basen oder 
Losungsmittel, wie sie bereits oberhalb beschrieben wurden. 

Das Vorhandensein eines derartigen weiteren Kompartiments verhindert, dass diese 
Substanz im Lagerzustand unmittelbar weder mit dem selektiv zu offnenden 
20 Durchgangsbereich noch mit der die Kammer biidenden Folien in Kontakt kommt. 

Dadurch wird eine Beschadigung der Vorrichtung, insbesondere der die Vorrichtung 
biidenden Folien erschwert. Dies ermoglicht eine Verlangerung der Lagerzeit der die 
Substanz enthaltenden Vorrichtung. 

Hierbei hat sich die Verwendung von die Diffusion fluchtiger Substanzen stark 
25 , beeintrachtigenden oder verhindernden Materialien zur Herstellung des Behaltnisses 
als vorteilhaft erwiesen. 

Die erste und zweite Foiie sind gegebenenfalls Mehrschichtfolien. Sie weisen einen 
gegebenenfalls zumindest teilweise peelbaren AuBenschichtbereich und einen 
Innenschichtbereich auf. 
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Als Folien werden vorzugsweise solche verwendet, die eine ausreichende Diffusions- 
dichtigkeit aufweisen. 

Je nach Beschaffenheit der zu lagemden Substanz sollten die Foiien auch bestandig 
gegen agressive, beispielsweise atzende und/oder Losungsmitteleigenschaften 
5 aufweisende Stoffe sein. 

Die Folienbestandteile konnen gewahlt sein aus Kunststoff-, Metall- und keramischen 
Folien. 

Als Kunststoffe zur Herstellung von Foiien sind beispielsweise denkbar: PE, PP, 
PTFE, PET, PA, PBT, PVC, EVA. 

10 Als Metalle zur Herstellung von Folien sind beispielsweise denkbar: Al, Sn, Au, Ag, 
Fe, Cu. 

Unter keramischen Folien sind Folien zu verstehen, die beispielsweise eine SiOx- 
haltige Schicht aufweisen. 

Der Folienaufbau ist grundsatzlich beliebig und orientiert sich an der Beschaffenheit 
15 der zu lagemden Substanzen. 

Als vorteilhaft hat sich ein Folienaufbau mit der Abfolge von auBen nach innen PET, 
Al, PET, PE Oder PP, Al, PET, PE, gegebenenfalls auch ohne PET-Folie als 
Mittelfolie, erwiesen. 

Zwischen den Folien konnen sich ferner adhasive Zusatze befinden. 

20 Als adhasive Zusatze sind denkbar: Kaschierkleber oder Extrusionskaschiermedien. 

Der gegebenenfalls vorhandene peelbare AuBenschichtbereich der ersten Foiie ist 
vorzugsweise lichtundurchlassig. 

Der Innenschichtbereich der ersten Folie ist vorzugsweise lichtdurchlassig und 
gegebenenfalls flexibler als der AuBenschichtbereich. 

25 Als vorteilhaft fur den AuBenschichtbereich hat sich die Abfolge von auBen nach 
innen PET, Al oder PP, Al erwiesen. . 

Die Trennung zwischen der oder den Kammern und der Tasche ist bezuglich des 
Abstandes sowie bezuglich der Festigkeit der Haftung so gestaltet, dass sie eine 
Sollbruchstelle bilden konnen. 
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Der Durchgangsbereich ist so beschaffen, dass er im Lagerzustand einen dichten 
Verschluss bildet, sowohl zur Tasche hin als auch zur gegebenenfalls vorhandenen 
zweiten und/oder dritten Kammer. 

Eine solche Sollbruchstelle lasst sich beispielsweise durch HeiBsiegeln oder 
5 Verkleben erreichen, wobei beim HeiBsiegeln ein im Vergleich zu den anderen 
Siegelbereichen unterschiedlicher Energieeintrag, vorzugsweise niedrigerer 
Energieeintrag erfolgt. Dieser kann uber Temperatur, Druck und/oder Haltedauer 
geregelt werden. 

Eine andere Mogiichkeit besteht darin, im Bereich der Sollbruchstelle zwischen die 
10 erste und die zweite Folie die Haftung herabsetzende Fremdpartikel, wie 
Peelfolienstanzlinge oder Hotmeltklebepunkte einzubringen. In diesem Fall werden 
als Ober- und Unterfolie vorzugsweise festversiegelnde Folien eingesetzt. 

Die Kammer oder die Kammern sind vorzugsweise rund (kreisrund oder oval) 
gegebenenfalls aber auch eckig (quadratisch, rechteckig oder dreieckig) ausgebildet. 

15 Die Kammern weisen ihrem Zweck entsprechend bestimmte Volumen auf, so dass 
bei vorschriftsmaBiger Anwendung und mehrerer zu mischender Komponenten eine 
homogene Durchmischung erfolgen kann. Die der Tasche benachbarte Kammer hat 
dabei vorzugsweise ein Volumen, das geeignet ist, die gesamte Menge an zu 
mischender oder gemischter Substanz aufzunehmen. 

20 Das Kammervolumen kann im Bereich von wenigen Zehntel Millilitern, beispielsweise 
0,01 ml bis etwa 50 ml liegen, bevorzugt ist ein Bereich von 0,01 bis 10 ml, 
besonders bevorzugt ein Bereich von 0,01 bis 5 ml. 

Eine Kammer weist beispielsweise einen Durchmesser von 5 bis 20 mm auf, das 
Ausbringinstrument einen Schaftdurchmesser im Bereich von 2 mm. 

25 Die Tasche ist nach einer Seite hin offen und gegebenenfalls so ausgebildet, dass 
sie ein Ausbringinstrument auch im Lagerzustand aufnehmen kann. Die Tasche kann 
bei entsprechend kleinem Durchmesser der Taschenoffnung nach auBen, 
beispielsweise in Form einer Kanule, auch selbst als Applikationsvorrichtung dienen. 
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Die Vorrichtung umfasst einen Behalter, der eine erste Folie, beispielsweise eine 
Deckfoiie und eine zweite Folie, beispielsweise eine Tiefziehfolie, wie sie -bei 
herkommlichen Blisterverpackungen Verwendung findet, umfasst. 

Die Folien sind mit Ausnahme der die Kammern bildenden Bereiche vorzugsweise 
5 flachig miteinander verbunden. 

Die Verbindung der ersten mit der zweiten Folie kann beispielsweise durch 
Heif3siegeln, Kaltsiegeln, Verkleben und/oder UltraschallschweiBen mit Sonotroden, 
erfolgen. 

Ein Mehrschichtaufbau der ersten und zweiten Folie kann durch Laminieren, 
10 Kalandrieren, Kaschieren verschiedener Monofolienlagen, gegebenenfalls auch 
durch Bedampfen, beispielsweise mit Metallen, erreicht werden. 

Urn die in die Vorrichtung eingebrachten, applizierbaren Substanzen beispielsweise 
vor Lichteinfall zu schutzen, sind die Folien vorzugsweise derail gestaltet, dass sie in 
einem die Kammer umgebenden Bereich durch zwei in Abstand voneinander 
1 5 angeordnete Siegelnahte miteinander verbunden sind. 

Das oder die Behaltnisse lassen sich mit den gleichen Verfahren herstellen, die zur 
Herstellung der Vorrichtung angewandt werden konnen. Das Behaltnis wird dabei 
vorzugsweise durch VerschweiBen, Verkleben oder Versiegeln im Randbereich von 
kunststoff- oder metallhaltigen Foiien hergestellt, so dass vorzugsweise ein 
20 kissenformiges Gebilde entsteht. Die Verbindung der Foiien erfolgt derart, dass sich 
das Behaltnis durch Einwirkung von auBerem Druck offnen lasst, wobei das 
Behaltnis bei Druckeinwirkung vorzugsweise ungerichtet aufplatzen soil. 

Zum Gebrauch der Vorrichtung wird zunachst der Applikator aus der Tasche 
entnommen und mit der zu analysierenden Substanz in Beruhrung gebracht, 
25 vorzugsweise in die zu analysierende Substanz eingetaucht. Der Vorgang des 
Benetzens des Applikators dauert ublicherweise nur wenige Sekunden. 

Zur Analyse von Speichel kann der Applikator entweder in ein mit Speichel gefiilltes 
GefaB eingetaucht werden oder im einfachsten Fall der Speichel direkt aus dem 
Mund entnommen werden, dadurch, dass der Applikator im Mund mit Speichel in 
30 Beruhrung gebracht wird. 
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Zur Analyse der Zahnfleischtaschenfiussigkeit kann der Applikator beispielsweise in 
eine Zahnfleischtasche eingefuhrt werden. 

Der benetzte Applikator wird in eine Offnung der Vorrichtung, vorzugsweise in die 
Tasche, aus der er entnommen wurde, zuruckgesteckt. 

5 AnschlieBend erfoigt die Aktivierung der Indikatorsubstanz, sofern dies erforderlich 
ist. Dies kann beispielsweise durch Ausubung von Druck auf eine eine 
Aktivierungssubstanz enthaltende zweite Kammer erfolgen. Die Ausubung von Druck 
bewirkt, dass die Aktivierungssubstanz uber den selektiv zu offnenden 
Durchgangsbereich in die Kammer gelangt, in der sich die eigentliche 
10 Indikatorsubstanz befindet. 

Alternativ kann die Aktivierung auch durch Ausubung von Druck auf die die 
Indikatorsubstanz enthaltende Kammer selbst erfolgen, wenn sich die 
Aktivierungssubstanz in einem gegebenenfalls vorhandenen Behaltnis in der 
Kammer befindet. Dieses tiblicherweise kissenformig ausgebildete Behaltnis platzt 
15 hierbei vorzugsweise ungerichtet auf. 

Die gegebenenfalls aktivierte Indikatorsubstanz wird anschlieBend mit dem 
benetzten Applikator in Beruhrung gebracht. Dies kann dadurch erreicht werden, 
dass auf die die Indikatorsubstanz enthaltende Kammer von auBen Druck ausgeiibt 
wird, was zu einer Offnung des selektiv zu offnenden Durchgangsbereichs zu der 
20 den Applikator enthaltenden Tasche fuhrt. Die Reaktion zwischen Indikatorsubstanz 
und Analysensubstanz erfoigt dann in der Tasche. 

Alternativ kann der Applikator auch durch den selektiv zu offnenden 
Durchgangsbereich in die die Indikatorsubstanz enthaltende Kammer geschoben 
werden. Die Reaktion findet in diesem Fall in der die Indikatorsubstanz enthaltenden 
25 Kammer statt. 

Denkbar ist auch, dass der Applikator in eine leere Kammer durch einen ersten 
selektiv zu offnenden Durchgangsbereich geschoben wird. Uber einen mit dieser 
Kammer verbundenen weiteren selektiv zu offnenden Durchgangsbereich wird 
anschlieBend die Indikatorsubstanz, gegebenenfalls zusammen mit einem 
30 Aktivierungsmittel, in die ursprunglich leere Kammer uberfuhrt. Die Reaktion findet in 
diesem Fall in der ursprunglich leeren Kammer statt. 
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Nach Beendigung der Reaktion, die ublicherweise in einem Zeitraum von wenigen 
Sekunden bis zu wenigen Minuten ablauft, wird der Applikator gegebenenfalls aus 
der Vorrichtung entnommen. Je nach verwendeter Indikatorsubstanz erhalt man ein 
detektierbares Signal, vorzugsweise einen optisch registrierbaren Farbumschlag. 

5 Zum Beenden der Bildung des detektierbaren Signals kann aus einem weiteren 
Kissen ein Stopp-Reagenz eingebracht werden. 

Geeignete Stop-Reagenzien sind beispielsweise Sauren, wie Schwefelsaure, 
schweflige Saure, Phosphorsaure, Salzsaure, Essigsaure, Salpetersaure, 
Citronensaure, Ascorbinsaure, Basen, wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, 

10 Lithiumhydroxid, Ammonik, Calciumhydroxid, Inhibitoren, wie Jodessigsaure, 
Monbrombimanderivate, Dansyl-Derivate, Wasserstoffperoxid. Wenn zu den 
erforderlichen Substanzen ein oder mehrere Enyzme gehoren, konnen prinzipiell die 
fur das jeweiiige Enzym bekannten spezifische Inhibitoren verwendet werden; 
beispielsweise sind Pyruvat oder Phosphatanionen oder Pyrophosphatanionen 

15 Inhibitoren der Lactatdehydrogenase. 

Ein Vergleich mit einem Referenzsignal, beispielsweise einer Farbskala, die 
vorzugsweise auf der Vorrichtung angebracht ist, erlaubt die Auswertung der 
durchgefuhrten Analyse. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst die Vorrichtung Mittel zur 
20 Durchfuhrung einer Positivkontrolle fur das Testverfahren. Eirie solche 
Positivkontrolle ist beispielsweise dann sinnvoll, wenn der Applikator bzw. der sich 
auf diesem befindliche Indikator nach Durchfuhrung des Analysenverfahrens nicht 
oder nur sehr schwach verfarbt. In einem solchen Fall besteht namlich die 
Moglichkeit, dass die nachzuweisende Substanz in der untersuchten Probe nicht 
25 vorhanden war, oder die Moglichkeit, dass der Test als solcher nicht funktionsfahig 
war. 

Zur Uberprufung, weiche der Moglichkeiten vorliegt, bietet es sich an, den Applikator 
nach DurchfOhrung des Verfahrens einer Positivkontrolle zu unterziehen. 

Eine geeignete Positivkontrolle die bei einem Verfahren zur Detektion von 
30 kariesauslosenden und/oder parodontitisauslosenden Bakterien angewandt werden 
kann, umfasst beispielsweise eine 1 bis 10 mM Lactatldsung, ggf. in einem Puffer 
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aus Glycylglycin (ca. 50 mM) und Natriumhydrogenphosphat (ca. 10 mM), bei einem 
pH von ca. 9. 

Zur Durchfuhrung der Positivkontrolle in dieser Ausfuhrungsform wird der Applikator 
nach Durchfuhrung des eigentlichen Verfahrens mit Lactat in Kontakt gebracht. 
5 Dabei geht Lactat in Losung und es sollte bzw. muss zum zum Farbumschlag des 
Indikators kommen, wenn der Test funktionsfahig war. 

Die Substanzen, die fur die Positivkontrolle benotigt werden, befinden sich 
zweckmaBigerweise in einem separaten Behaltnis. Das Behaltnis kann beispiels- 
weise ein FiieB enthalten, und beispielsweise auf der Ruckseite der Vorrichtung 
10 angebracht sein. Denkbar ist aber auch das Anbringen des Behaltnisses an der 
Vorrichtung in Form eines abreiBbaren Blisters oder die separate Beigabe, 
beispielsweise in Form eines Teststreifens. 

Bevorzugte Ausfuhrungsbeispiele fur die Gestaltung der Vorrichtung werden 
15 nachstehend anhand der Zeichnungen erlautert. 

Figur 1 zeigt eine Ausfuhrungsform der Vorrichtung mit drei parallel angeordneten 
Kammem. 

Figur 2 zeigt eine Ausfuhrungsform der Vorrichtung mit drei Kammem, von denen 
zwei seriell angeordnet sind. 

20 Figur 3 zeigt eine Ausfuhrungsform der Vorrichtung mit zwei parallel angeordneten 
Kammern. 

Figur 4 zeigt eine Ausfuhrungsform der Vorrichtung, die eine sterile Lagerung des 
Applikators ermdglicht. 

25 Figur 1 zeigt eine Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung mit einer 
Tasche (1), die in eine Vorkammer (2) miindet und in der sich ein Applikator (3) 
befindet, wobei der Schaft des Applikators aus der Tasche (2) herausragt. im 
Offnungsbereich der Tasche befindet sich gegebenenfalls eine Arretierungshilfe (8) 
fur den Applikator. Die Vorkammer (2) ist gegebenenfalls aus durchscheinendem 

30 Material, so dass der Analysenverlauf beobachtet werden kann. 
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Die Vorrichtung umfasst ferner drei Kammern (4, 5, 6), die jeweils uber seiektiv zu 
offnende Durchgangsbereiche (7) in die Vorkammer (2) der Tasche (1) munden. 
Diese Anordnung wird ais parallele Anordnung der Kammern bezeichnet. 

Diese Anordnung ist beispielsweise dann gunstig, wenn der mit Probensubstanz 
5 benetzte Applikator vor dem in Kontakt bringen mit einer Indikatorlosung, die sich in 
Kammer (4) befindet, zusatzlich mit einer Nahriosung, beispielsweise einer 
Zuckerlosung, benetzt werden soil, die sich in Kammer (5) befindet. In Kammer (6) 
befindet sich in diesem Fall ein Stopp-Reagenz. 

Eine gegebenenfalls vorhandene Farbskala kann beispielsweise auf der Ruckseite 
1 0 der Vorrichtung angebracht sein. 

In Figur2 sind zwei der drei vorhandenen Kammern seriell, d.h. in Reihe angeordnet. 
Diese Anordnung ist beispielsweise dann vorteilhaft, wenn die Indikatorsubstanz, die 
sich in Kammer (5) befindet, zunachst aktiviert werden muss. Die Aktivierungslosung 
befindet sich in diesem Fall vorzugsweise in Kammer (6). Kammer (4) kann entweder 
15 eine Nahriosung oder ein Stoppreagenz enthalten. 

Die Vorrichtung in Figur 3 umfasst nur zwei parallel angeordnete Kammern (4, 5). 
Denkbar ist auch, dass die Vorrichtung nur uber eine Kammer verfugt, in der sich die 
Indikatorlosung befindet. In diese Kammer kann gegebenenfalls zusatzlich ein 
weiteres Kompartiment eingelegt sein, das beispielsweise eine Aktivierungslosung 
20 fur die Indikatorsubstanz enthalt und beim Aktivieren durch Druckausubung auf die 
Kammer aufplatzt. 

Soil sichergestellt werden, dass der Applikator steril aufbewahrt werden muss, hat 
sich die Vorrichtung gemaB Figur 4 ais vorteilhaft erwiesen. In Figur 4 befindet sich 
der Applikator (3) in einem Behaltnis (9). Dieses Behaltnis sowie die Offnung der 
25 Tasche (1) mit der Vorkammer (2) sind im Ausgangszustand durch die Folie (10), die 
sich vorzugsweise bis zum Falz (11) abziehen lasst, dicht verschlossen. Beim Offnen 
der Vorrichtung wird damit sowohl der Schaft des Appiikators (3) ais auch die 
Offnung der Tasche (1) freigelegt. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich zur Analyse samtlicher Substanzen, 
die den in der Vorrichtung enthaltenen Appiikator benetzen konnen und die mit der in 
der Vorrichtung enthaltenen Indikatorsubstanz reagieren konnen. 

Vorzugsweise eignet sich das Verfahren zur schnellen und einfachen Analyse von 
5 Korperflussigkeiten, insbesondere von Speichel und Blut und den darin enthaltenden 
organischen bzw. biochemischen Substanzen. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform ist das Verfahren zur Analyse von Speichel 
auf solche darin enthaltende Substanzen geeignet, die zur Ermittlung des 
individuellen Karies- und/oder Paradontitisrisikos herangezogen werden konnen. 

10 In einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform ist das Verfahren zur Analyse von 
Speichel auf solche darin enthaltende Substanzen geeignet, die zur Ermittlung des 
individuellen Parodontitis-Risikos herangezogen werden konnen. 

Fur einen soichen Speicheltest haben sich folgende Indikatorsubstanzen als 
vorteilhaft erwiesen: Farbstoffe die durch proteolytische Aktivitat von 

15 Proteasesubstraten abgelost werden. Insbesondere geeignet sind Redox-Farbstoffe, 
beispielsweise PMS, MTT, PES, CTT, MTS. Geeignet sind aber auch alle vorstehend 
genannten Indikatorsubstanzen. Umfasst sind auch Peptidderivate des p-Nitroanilins, 
des 2-Naphthylamins, des 7-Amino-4-methylcoumarins, des 7-Amino-4-chloromethyl- 
coumarins, des 6-Aminoquinolins, des Rhodamins, N-Benzoyl-DL-arginine-2- 

20 naphtylamid und Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid. 

Ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit zur ortspezifischen 
Bestimmung des individuellen Karies- und/oder Parodontitisrisikos mittels einer 
Abformmasse, enthaltend diagnostisch wirksame Zusatze. 

Bei dem diesen Kit zugrunde liegenden Verfahren wird zunachst das individuelle 
25 Kariesrisiko mittels dem vorher beschriebenen Verfahren aus Speichel ermittelt und bei 
positivem Ergebnis ein Abdruck vom Hartgewebe, das von Speichel umspult wird, 
vorzugsweise mindestens einer Kieferregion, beispielsweise des Unter- und/oder 
Oberkiefers, mit einer diagnostischen Abformmasse genommen. 

Als diagnostische Abformmassen sind beispielsweise die Massen geeignet, die in 
30 der Anmeldung DE-199 26 728 beschrieben werden, insbesondere auf Alginat-, 
Polyether-, Silikon- oder Polyethersilikonbasis. 
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Es handelt sich hierbei um hartbare oder filmbiidende Tragermaterialien, die 
diagnostisch nutzbare Zusatzstoffe fur die orts- und stoffspezifische intraorale 
Diagnose in einer bevorzugten Menge von 0,0001 bis 10 Gew.-% enthalten. Als 
diagnostische Zusatze sind gemaB dieser Anmeldung Farbstoffindikatoren, 
5 Antikorper, Enzyme und alle anderen Substanzen geeignet, die dem mit der 
Entwicklung von diagnostischen Testsystemen vertrauten Fachmann gelaufig sind. 

Derartige Abformmassen zeigen im ausgeharteten Abdruckmaterial an denjenigen 
Stellen ein wahmehmbares Signal, beispielsweise eine Farbung, an denen ein 
erhohtes Kariesrisiko vorliegt. Hierzu werden selektiv Stoffwechselprodukte der 
10 kariesfordernden Mikroorganismen als aktive Spezies im angewandten 
Nachweisverfahren benutzt. 

Nachfolgend wird die Erfindung an Hand von Beispielen erlautert. 

15 Beispiel 1 

Speicheltest 1 

Verwendet wird eine Vorrichtung mit einer Tasche fur den Appiikator und einer 
Kammer. In der Kammer befinden sich 200 ul Diagnoselosung, enthaltend eine 
Aminoverbindung, ein Coenzym, eine Dehydrogenase und einen Redoxindikator. 

20 Der Appiikator wird aus der Vorrichtung entnommen, im Mund des Patienten mit 
Speichel benetzt und wieder in die Tasche zuruckgefuhrt. Durch Drucken wird die 
Kammer geoffnet und die Diagnoseflussigkeit durch den Durchgangsbereich in die 
Tasche uberfuhrt. Durch Drehen des Applikators wird eine vollstandige Benetzung 
der Applikatorspitze mit Diagnoseflussigkeit gewahrleistet. Nach etwa 3 min kann der 

25 Appiikator entnommen werden und an der Farbung der Applikatorspitze die 
vorhandene Menge der nachzuweisenden Substanz im Speichel des Patienten 
evaluiert werden. 



WO 02/06820 



PCT/EP01/07778 



-24- 

Beispiel 2 
Speicheltest 2 

Verwendet wird eine Vorrichtung mit einer Tasche fOr den Applikator und zwei 
parallel angeordneten Kammern entsprechend Abb. 3. In der ersten Kammer 
5 befinden sich 200 pi Diagnoselosung, enthaltend eine Aminoverbindung, ein 
Coenzym, eine Dehydrogenase, und einen Redoxindikator. In der zweiten Kammer 
befinden sich 50 pi Stoppreagenz. 

Der Applikator wird aus der Vorrichtung entnommen, im Mund des Patienten mit 
Speichel benetzt und wieder in die Tasche zuruckgefuhrt. Durch Driicken wird die 

10 Kammer mit der Diagnoseflussigkeit geoffnet und durch den Durchgangsbereich in 
die Tasche uberfuhrt. Durch Drehen des Applikators wird eine volistandige 
Benetzung der Applikatorspitze mit Diagnoseflussigkeit gewahrleistet. Nach etwa 3 
min wird durch Drucken die zweite Kammer mit dem Stoppreagenz geoffnet und das 
Stoppreagenz durch den Durchgangsbereich in die Tasche uberfuhrt. Durch Drehen 

15 des Appiikators wird eine volistandige Benetzung der Applikatorspitze mit 
Stoppreagenz gewahrleistet. 

Der Applikator kann entnommen werden und an der Blaufarbung der Applikatorspitze 
kann die vorhandene Menge der nachzuweisenden Substanz im Speichel des 
Patienten evaluiert werden. 

20 

Beispiel 3 
Speicheltest 3 

Verwendet wird eine Vorrichtung mit einer Tasche fur den Applikator und zwei seriell 
und einer parallel angeordneten Kammer entsprechend Abb. 2. 

25 In der oberen seriell angeordneten Kammer befinden sich 200 pi Diagnoselosung, 
enthaltend eine Aminoverbindung. In der unteren seriell angeordneten Kammer 
befindet sich das Diagnosepuiver, enthaltend ein Coenzym, eine Dehydrogenase, 
einen Redoxindikator und eine zuckerhaltige Verbindung. In der parallel 
angeordneten Kammer befinden sich 50 pi Saure als Stoppreagenz. 
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Der Applikator wird aus der Vorrichtung entnommen, im Mund des Patienten mit 
Speichei benetzt und wieder in die Tasche zuruckgefuhrt. Durch Drucken wird die 
obere seriell angeordnete Kammer mit der Pufferlosung geoffnet und durch den 
Durchgangsbereich in die untere seriell angeordnete Kammer mit dem 
5 Diagnosepulver uberfuhrt. 

Durch wechselseitiges Drucken auf die beiden seriell angeordneten Kammern wird 
die Flussigkeit zwischen den beiden Kammern hin und herbewegt, wodurch 
sichergestellt wird, dass das Diagnosepulver vollstandig in Losung geht. 
AnschlieBend wird die Diagnoselosung durch den Durchgangsbereich in die Tasche 

10 uberfuhrt. Durch Drehen des Applikators wird eine vollstandige Benetzung der 
Applikatorspitze mit Diagnoseflussigkeit gewahrleistet. Nach etwa 3 min wird durch 
Drucken die parallel angeordnete Kammer mit dem Stoppreagenz geoffnet und das 
Stoppreagenz durch den Durchgangsbereich in die Tasche des Applikators 
uberfuhrt. Durch Drehen des Applikators wird eine vollstandige Benetzung der 

15 Applikatorspitze mit Stoppreagenz gewahrleistet. Der Applikator kann entnommen 
werden und an der Farbung der Applikatorspitze kann die vorhandene Menge der 
nachzuweisenden Substanz im Speichei des Patienten evaluiert werden. 

Beispiel 4 
20 Speicheltest 4 

Verwendet wird eine Vorrichtung mit einer Tasche fur den Applikator und zwei 
parallel angeordneten Kammern entsprechend Abb. 3. In der ersten Kammer 
befinden sich 200 ul Diagnoselosung, enthaltend eine Aminoverbindung, eine 
Mischung verschiedener Salze, sowie eine peptidhaltige Verbindung. In der zweiten 
25 Kammer befinden sich 50 ul Saure als Stoppreagenz. 

Der Applikator wird aus der Vorrichtung entnommen, im Mund des Patienten mit 
Speichei benetzt und wieder in die Tasche zuruckgefuhrt. Durch Drucken wird die 
Kammer mit der Diagnoseflussigkeit geoffnet und durch den Durchgangsbereich in 
die Tasche uberfuhrt. Durch Drehen des Applikators wird eine vollstandige 
30 Benetzung der Applikatorspitze mit Diagnoseflussigkeit gewahrleistet. Durch das 
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Sichtfenster in der Applikatprtasche kann die Bildung einer Gelbfarbung beobachtet 
werden. 

Nach etwa 3 min wird durch Drucken die zweite Kammer mit dem Stoppreagenz 
geoffnet und das Stoppreagenz durch den Durchgangsbereich in die Tasche 
5 iiberfuhrt. Durch Drehen des Applikators wird eine vollstandige Benetzung der 
Applikatorspitze und Durchmischung der Losung mit Stoppreagenz gewahrleistet. 
Die Reaktion kommt zum Erliegen und die Farbung kann mit einer Farbtafel evaluiert 
werden. 

10 Beispiel 5 

Speicheltest 5 

Verwendet wird eine Vorrichtung mit einer Tasche fur den Applikator und einer 
Kammer. In der Kammer befindet sich 200 ul Diagnoselosung, enthaltend eine 
Aminoverbindung, eine Mischung verschiedener Salze und eine peptidhaltige 
15 Verbindung. 

Der Applikator wird aus der Vorrichtung entnommen, im Mund des Patienten mit 
Speichel benetzt und wieder in die Tasche zuruckgefuhrt. Durch Drucken wird die 
Kammer geoffnet und die Diagnoseflussigkeit durch den Durchgangsbereich in die 
Tasche uberfuhrt. Durch Drehen des Applikators wird eine vollstandige Benetzung 
20 der Applikatorspitze mit Diagnoseflussigkeit gewahrleistet. 

Nach etwa 3 min kann der Applikator entnommen werden und an der Farbung der 
Applikatorspitze die vorhandene Menge der zu analysierenden Substanz im Speichel 
des Patienten evaluiert werden. 



25 
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Bezugszeichenliste 

1. Tasche 

2. Vorkammer 

3. Applikator 

4. erste Kammer 

5. zweite Kammer 

6. dritte Kammer 

7. selektiv zu offnender Durchgangsbereich 

8. Arretierungshilfe 

9. Behaltnis zur Aufnahme des Applikators 
"lO.Aufziehfoiie 

11.0ffnungs-Falz 
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Patentanspruche 

1 . Analysenverfahren, umfassend folgende Schritte: 

a) Entnehmen eines Applikators aus einer Vorrichtung, umfassend eine Tasche 
zur Aufnahme eines Applikators und mindestens eine erste Kammer zur 
Aufnahme einer Indikatorsubstanz, wobei die Kammer mit der Tasche uber 
einen selektiv zu offnenden Durchgangsbereich verbindbar ist, 

b) in Kontakt bringen des Applikators mit einer Probensubstanz, 

c) Einfuhren des Applikators in die Vorrichtung, vorzugsweise in die Tasche, 

d) Aktivieren der Vorrichtung durch Ausubung von Druck auf mindestens eine 
Kammer oder durch Einschieben des Applikators in eine Kammer, wobei der 
Applikator mit einer Indikatorsubstanz in Kontakt gebracht wird, 

e) gegebenenfalls Entnehmen des Applikators nach einer Zeitspanne, die 
ausreichend ist, urn ein detektierbares Signal zu erzeugen, 

f) gegebenenfalls in Kontakt bringen des Applikators mit einem Stoppreagenz, 
um die Erzeugung des detektierbaren Signals nach einer Zeitspanne zu 
beenden, wobei sich das Stoppreagenz in einer weiteren Kammer befindet, 

g) Vergleich des detektierbaren Signals mit einem Referenzsignal. 

h) gegebenenfalls Durchfuhrung einer Postivkontrolle zur Uberprufung der 
Funktionsfahigkeit des Analysenverfahrens. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei der Applikator nach Schritt c) zunachst in 
einem Schritt c') mit einer Nahrlosung in Kontakt gebracht wird. 

3. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei vor Aktivieren der 
Vorrichtung gemaB Schritt d) die Indikatorsubstanz durch Vermischen der 
Indikatorsubstanz mit einer Aktivierungssubstanz aktiviert wird. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei vor Schritt a) die 
Vorrichtung durch zumindest partielles Ab- oder Aufziehen einer Folie oder 
eines Folienbestandteiles geoffnet wird. 
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Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei es sich bei der 
Probensubstanz urn Speichel handelt und im Anschluss an Schritt g) unter 
Verwendung einer Abformmasse, enthaltend diagnostisch wirksame Zusatze, 
ein Abdruck vom Gewebe angefertigt wird, das vom Speichel umspult wird. 

Verwendung einer Vorrichtung, umfassend eine Tasche zur Aufnahme eines 
Applikators und mindestens einer Kammer zur Aufnahme einer 
Indikatorsubstanz, wobei die Kammer mit der Tasche uber einen selektiv zu 
offnenden Durchgangsbereich verbindbar ist, zur Durchfuhrung des 
Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 5. 

Verwendung einer Vorrichtung, umfassend eine Tasche zur Aufnahme eines 
Applikators und mindestens einer Kammer zur Aufnahme einer 
Indikatorsubstanz, wobei die Kammer mit der Tasche uber einen selektiv zu 
offnenden Durchgangsbereich verbindbar ist, zur Durchfuhrung einer Analyse, 
insbesondere von Speichel zur Detektion von kariesauslosenden Bakterien, 
und/oder zur Analyse von Zahnfleischtaschenflussigkeit, insbesondere zur 
Detektion von Parodontitis auslosenden Bakterien. 

Vorrichtung, umfassend eine Tasche, einen Applikator und mindestens eine 
Kammer, enthaltend eine Indikatorsubstanz gewahlt aus pH-lndikatoren, 
Redox-lndikatoren, Fluoreszenzindikatoren, Chemolumineszenz-lndikatoren, 
Vitalitatsindikatoren und Farbindikatoren, und gegebenenfalls eine weitere 
Kammer, enthaltend Puffersubstanzen, Sauren, Basen, Losungsmittel, Salze, 
Enzyme, Coenzyme, Vitamine und/oder Stopp-Reagenzien, wobei die erste 
Kammer mit der Tasche uber einen selektiv zu offnenden Durchgangsbereich 
verbindbar ist und die gegebenenfalls vorhandene zweite Kammer uber einen 
selektiv zu offnenden Durchgangsbereich mit der ersten Kammer und/oder der 
Tasche verbindbar ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 8 mit zwei Oder drei Kammern. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 oder 9, wobei alle vorhandenen 
Kammern derart uber selektiv zu offnende Durchgangsbereich verbunden 
sind, dass alle darin enthaltenden Substanzen gerichtet seriell und/oder 
parallel in die Tasche uberfuhrt werden konnen. 
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11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 10, wobei der Applikator ein 
selbstschneidendes Gewinde aufweist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 10, wobei auf der Vorrichtung ein 
Referenzsignal, vorzugsweise eine Farbskala, angebracht ist. 

13. Kit zur Durchfuhrung eines Analysenverfahrens auf Karies- und/oder 
Parodontitis auslosende Bakterien, umfassend eine Vorrichtung gemaB einem 
der Anspruche 8 bis 12 und eine Abformmasse, enthaltend diagnostisch 
wirksame Zusatze. 

14. Kit zur Durchfuhrung eines Analysenverfahrens auf Karies- und/oder 
Parodontitis auslosende Bakterien, umfassend eine Vorrichtung gemaB einem 
der Anspruche 8 bis 12 und ein Behaltnis, umfassend Substanzen zur 
Durchfuhrung einer Positivkontrolle zur Uberprufung der Funktionsfahigkeit 
des Analysenverfahrens. 

15. Kit nach Anspruch 14, wobei das Behaltnis mit der Vorrichtung verbunden ist 
oder als separater Bestandteil des Kits vorliegt. 
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Fig. 1: 




Fig. 2: 
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